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AmB  Amphotericin B 
CHAPS  3-[(3-cholamidpropyl)-dimethylammonio]propanesulfonate 
CM  carboxylmethyl 
DMSO  dimethyl sulfoxide 
DNA  deoxyribonucleic acid 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
HBS-N  0.01 mol/L 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid,  
  pH7.4, 0.15 mol/L sodium chloride 
HCl  hydrochloric acid 
IFC  integrated fluidic cartridge 
IPA  2-propanol 
KA  equilibrium affinity constant (for "Steady state affinity model") 
KD  equilibrium dissociation constant 
K  affinity constant (for "Two-state reaction model") 
ka  association rate constant 
kd  dissociation rate constant 
MRSA  methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
PBS  phosphate buffered saline 
PC  phosphatidyl choline 
PE  phosphatidyl ethanolamine 
PI  phosphatidylinositol 
POPC  1-parmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
POPE  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidiyl-ethanolamine 
POPG  1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidyl-grycerol 
PS  phosphatidylserine 
RSD  relative standard deviation 
RU  response unit 
SD  standard deviation 
SM  sphingomyelin 
SP  sphingophospholipid 








膜の模式図を示した．    
 脂質二重膜構成成分は，細胞膜の外側と内側でリン脂質種の分布が













図 2. 細胞膜グリセロリン脂質の内外の非対称性 1 )  
赤血球，肝細胞，血小板などで内側  (細胞質側 ) と外側  (細胞外側 )  では非対称性が保
たれている．PC: ホスファチジルコリン， PE: ホスファチジルエタノールアミン， PI: 

































































表 1．真菌と最近の細胞学的特徴の比較  
 真菌  細菌  
細胞小器官の形成：  
 ミトコンドリア  
 小胞体  
 液胞  (リソソーム )  
 ゴルジ嚢  













リボソームのタイプ  80S 
(60S + 40S) 
70S 
(50S + 30S) 
細胞膜中のステロールの
存在  
+ -  
細胞壁骨格物質の種類  キチン，  
β-グルカン *  












や続発性感染  (日和見感染 ) を引き起こすことである．これは，深在
性真菌症と言われる重篤な感染症であり，その大部分はいったん発症
すると致命的な転帰をたどることが少なくない．通常みられる真菌症



































物学や生化学などの基礎的な領域  (例えば糖鎖－タンパク質 3)やタン














おける 2 分子間のアフィニティー  (解離定数 KD あるいは親和定数 KA) 
だけでなく，結合・解離の速さ  (結合速度定数 ka，解離速度定数 kd) を
得ることができるのが Biacore の大きな特徴である．  

























ると図 3 A (a) 中， I に示すように反射光強度が減衰した部位が認めら
れる．これを「光の谷」と呼ぶ．反射光の消失角度  (SPR 角度 ) は金
膜表面近傍の媒質の屈折率に依存して変動する．Biacore はこの現象を
利用して，2 分子間の結合・解離を測定する．屈折率の変化に応じて，
「光の谷」は図 3 B (c)中， I から II へと移動する．この「光の谷」の
移動度の経時変化をセンサーグラムと呼ぶグラフに変換することで，
分子間の相互作用をリアルタイムにモニターできる．「光の谷」の移動


























ドと脂質膜の相互作用は，Two-state reaction model と呼ばれる結合様式
で結合していることが知られている 1 3)．図 5 には Two-state reaction 
model の結合様式例を示した．図示したように，ペプチド類は脂質膜
表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) により結合した後，脂質
膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に侵入し，疎水性相互作
用により結合する  (Step 2) ことによりポアを形成する．このように 2
種類の親和性を利用して段階的に相互作用することによって構造を変
化させる結合様式を Two-state reaction model といい，この Two-state 




aureus , MRSA) に対して高い抗菌活性を持つムピロシン，結核治療薬
である抗生物質 D-シクロセリンの 3 種類の薬物を評価対象として用い，
得られた結果より薬効作用機序のみならず，薬物体内動態データとの
相関についても考察した．また，第 2 章では，第 1 章第 1 節で構築し































 AmB は疎水性が高く，両親媒性で水に難溶な分子であり，AmB の






























られている 21,22)．この作用メカニズムは " barrel-stave model" 仮説とし  
 
図 6. Amphotericin B の化学構造式  
Amphotericin B 
(MW: 924.09)  
図 7. Am B イオンチャネルの "barrel-stave" model15)  




























の親和性を明らかにしてきた 9-12,27,28)．  







































第 1 節 表面プラズモン共鳴法を用いた Amphotericin B とモ
デル脂質膜親和性評価系の構築  
  
第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用した Amphotericin B，エルゴステロール，コレステロ
ール，ジメチルスルホオキシド  (DMSO) は Sigma-Aldrich Inc. (St. 
Louis，MO，U.S.A.) より購入し，DMSO は無水物を使用した．クロロ
ホルム及び 3-[(3-Cholamidpropyl)-dimethyl ammonio]propanesulfonate 




 は Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster，AL，
U.S.A.) より購入した．10 倍濃縮 phosphate buffered saline (PBS) は GE 
Healthcare U.K. Ltd. (Buchkinghamshire，UK) から購入した．蒸留水は
ナカライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．エルゴス












図 8. コレステロール及びエルゴステロールの化学構造式  
コレステロール  エルゴステロール  
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1.2 測定装置  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.
社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ
にはリポソームの固定化に有効な Series S Sensor Chip L1 (GE 
Healthcare U.K. Ltd.社製，以下 L1 センサーチップと略す ) を用いた．
ランニング緩衝液には，チップへのリポソームの固定化及び AmB と脂
質膜との相互作用評価ともに 10% DMSO を含んだ PBS を使用した．サ
ンプル注入ニードル洗浄溶液には 50% DMSO 溶液，センサーチップ再
生溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液を用いた．これらのすべての溶液は
用時調製し，0.22 µm のフィルターでろ過後，脱気して使用した．  
 




ーム溶液を POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) 
の割合で混和し，遠心エバポレータにより溶媒を留去，乾燥させた後，
PBS でリポソームを再溶解した．この再溶解液  (リポソーム濃度：
POPC/ergosterol (4:1，v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1，v/v) ともに 4 
mmol/L) をほぼ透明になるまで超音波に照射し，100 nm 孔径のポリカ
ーボネートフィルター  (LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，100 nm
に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソー
ムを含む溶液  (4 mmol/L) を 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈し，
リポソーム濃度 0.5 mmol/LPOPC/ergosterol (4:1， v/v) 溶液及び 0.5 








いて一般的に使用される測定温度 25°C で実施した．AmB 測定溶液を
注入後，L1 センサーチップ表面から固定化したリポソーム及びリポソ
ームから解離せずに残存した AmB をすべて取り除くために流速 30 
µL/min で 20 mmol/L CHAPS 溶液を 15 µL 注入した．以上の一連の測定
を再現性を確認するために 3 回繰り返し実施した．  
 
1.6 データ解析  
 
 AmB－脂質膜相互作用測定により得られた 12 濃度のセンサーグラ
ムより， 1.5 – 10 µmol/L の 6 濃度のセンサーグラムを採用し，BIA 
evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグローバルフィッティン
グにより結合速度定数  (ka1，ka2)，解離速度定数  (kd1，kd2) 及び親和定
数  (K) を算出した．AmB－脂質膜相互作用評価の解析モデルには，ペ
プチド－脂質膜相互作用評価に用いられる Two-state reaction model 




 A：AmB   
 L：脂質膜  
 AL：AmB－脂質膜複合体  (静電的相互作用 ) 
 AL*：AmB－脂質膜複合体のコンフォメーション変化体   
   (疎水性相互作用 ) 
 
 AmB は脂質膜表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) により
結合した後，膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に侵入し，













 R1：A と L の結合により形成された complex 1 
 R2：AL のコンフォメーション変化により形成された complex 2 
 Rmax：最大アナライト結合量  
 CA：アナライト濃度  
 
 親和定数  (K) は結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)
を用いて以下に示す式によって算出した．  
 




















dR1/dt = ka1  ∙ CA (Rmax - R1 - R2) - kd1  ∙ R1 - k2 ∙ R1  + kd2  ∙ R2 
dR2/dt = ka2  ∙ R1 - kd2 ∙ R2 
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第 2 項 結果  
 
2.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の最適化  
 
 創薬研究で実用できる評価系を構築するためには，モデル脂質膜と
して 2 種類のステロールを含むリポソーム POPC/ergosterol (4:1, v/v) 
及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) を使用し，スループット及び再現性の
良好な測定法が必須である．本評価系に使用した 2 種のリポソームは
それぞれ，POPC/cholesterol (4:1, v/v) は哺乳動物細胞膜モデルとして，
POPC/ergosterol (4:1, v/v) は真菌細胞膜モデルとして用いた．近年，












 最初に固定化したリポソームの劣化及び AmB のキャリーオーバー
の解消について検討した．AmB－モデル脂質膜相互作用測定において

































 最適化した再生条件下で，L1 センサーチップ上に固定化した 2 種の
モデル脂質膜の固定化量の均一性を確認するために，1 日に 12 サンプ
ルずつ 2 日間  (n = 24) に分けて AmB のモデル脂質膜親和性測定を実
施した．2 種のモデル脂質膜に対する平均固定化量  (Response units)，
標準偏差  (SD) 及び相対標  準偏差  (RSD) をそれぞれ表 2 に，また，
24 
 
リポソームの固定化過程のセンサーグラムを図 10 に示した．図 10 に
おいて，リポソーム固定化のためのリポソーム溶液の注入を 500 秒ま
で実施し，その後，送液をランニング緩衝液に切り替え，センサーグ
ラムの安定化に 200 秒の時間を設けている  (500 ～700 秒 )．センサー
グラムを安定化後，この時点のレゾナンスユニットをベースラインと
してリポソーム固定化量を算出した (図 10 中矢印 )．POPC/ergosterol 
(4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) のリポソーム固定化を繰り
返し実施した結果  (表 2，n = 24)，これらの平均固定化量はそれぞれ約
6800 RU と約 5600 RU，これらの固定化量の相対標準偏差は 1.3%未満
と精度も良好であり，L1 センサーチップ上へのリポソームの固定化が
良好な再現性を示すことが確認できた．また，薬物－脂質膜相互作用
解析において，特に Two-state reaction model を使用する際には，リポ










(%) Mean (n = 24) SD 
POPC/ergosterol (4:1, v/v) 5622 29 0.5 
POPC/cholesterol (4:1, v/v) 6759 96 1.4 












図 10. L1 セ ン サ ー チ ッ プ 上 へ の POPC/cholesterol (4:1, v/v) (A) 及 び
POPC/ergosterol (4:1, v/v) (B) の固定化センサーグラムの再現性  





ムを PBS に再溶解させた溶液をランニング緩衝液 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈








2.2 AmB とモデル脂質膜の相互作用  
 
 図 11 には AmB とセンサーチップ上に固定化したリポソーム









る．しかしながら，AmB については 20 µmol/L 以上の濃度の AmB 測
定溶液を添加した際，センサーグラムのレスポンスが濃度依存的に上
昇せず，良好なセンサーグラムを得ることができなかった．また，図
11 の AmB の POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) 
に対する親和性を検出した  (A) 及び  (B) のセンサーグラムを比較す
ると，特に解離領域において AmB は POPC/ergosteorol (4:1, v/v) から
の解離の方が POPC/cholesterol (4:1, v/v) からの解離よりも遅いことが
認められた．この結果より，AmB はコレステロール含有脂質膜との結
合よりもエルゴステロール含有脂質膜との結合の方が強いという毛利
らの報告 15)を再現できたことが確認できた．  
 表 3 には，図 11 に示した 6 濃度  (1.5 －  10 µmol/L) の AmB－モデ
ル脂質膜相互作用のセンサーグラムを用いて，結合速度定数  (ka1，ka2) 
及び解離速度定数  (kd1， kd2)，親和定数  (K1，K2，K) を分子間相互作
用解析ソフト BIA evaluation  (Ver. 4.1) の Two-state reaction model 
(Conformation Change) グローバルフィッティングにより算出した結










析のこれまでの報告を基に Two-state reaction model (Conformation 
Change) を選択した．この解析モデルは，静電的な相互作用を含む初
期の結合親和性，今回の研究では AmB とリポソームの親水性基部分の
ヘッドグループとの相互作用  (Step 1，ka1，kd1 を算出 ) を経て，疎水
的な相互作用によるアナライト AmB のモデル脂質膜内への侵入  (Step 
2，ka2，kd2 を算出 ) により脂質膜にポアを形成するような 2 段階の相
図 11. L1 センサーチップ上における AmB の 2 種のモデル脂質膜との相互作用セ
ンサーグラム        
   (A) POPC/cholesterol  (4:1,  v/v)， (B) POPC/ergosterol  (4:1, v/v)  





















































, 1/M)   (×105, 1/M) 
POPC/ergosterol
a)
 1600 ± 430
c)
 7.52 ± 1.85 3.96 ± 2.41 3.44 ± 2.00 2.12 ± 0.34 12.8 ± 3.7 28.5 ± 4.9 
POPC/cholesterol
b)
 9390 ± 400 86.6 ± 4.7 130 ± 9 1800 ± 200 1.09 ± 0.09 0.724 ± 0.091 1.87 ± 0.06 
Mean ± standard deviation．a) POPC/ergosterol (4:1, v/v)．b) POPC/cholesterol (4:1, v/v)．c) 結合速度定数 (ka1, ka2)，解離速度定数 (kd1，kd2) 及び親和定
数 K1 (ka1/kd1)，K2 (ka2/kd2)，K (K1 + K1K2)． 
表 3. Two-state reaction model解析により得られた AmB (1.5 – 10 µmol/L) とステロール含有 POPCリポソームとの相互作用における





 反応速度論的解析の結果，AmB のモデル脂質膜への親和定数  (K, 
1/M) は POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1.87×105，POPC/ergosterol (4:1, 
v/v) では 28.5×105と POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol 
(4:1, v/v) に約 18 倍高い親和性を示した  (表 3)．AmB のモデル脂質膜
親和性作用様式の詳細を見てみると，AmB の静電的相互作用によるモ
デル脂質膜への Step 1 の相互作用は，結合速度定数  (ka1，1/Ms) にお
いては，POPC/ergosterol (4:1, v/v) が 1600，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 
が 9390 と AmB の結合速度は POPC/cholesterol (4:1, v/v) への方が約 6
倍速く，解離速度定数  (kd1，1/s) においては，POPC/ergosterol (4:1, v/v) 
が 7.52×10 -3，POPC/cholesterol (4:1, v/v) が 86.6×10 -3 と AmB の解離速
度は POPC/cholesterol (4:1, v/v) の方が約 12 倍速かった．これらの各
速度定数を用いて Step 1 の親和定数を算出すると，POPC/ergosterol (4:1, 
v/v) と POPC/cholesterol (4:1, v/v) の 2 種のモデル脂質膜に対する K1
値はそれぞれ 2.12×105，1.09×105 と約 2 倍の相違であった．この結果
より，AmB のモデル脂質膜に対する静電的な相互作用にほとんど差は
なく，同等であると判断した．一方，Step 2 の疎水的な相互作用にお
ける結合速度定数  (ka2，1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v)では 3.96×10
-4，




に，Step 2 の相互作用における AmB のモデル脂質膜に対する解離速度
定 数  (kd2, 1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で は 3.44 × 10
-5 ，
POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1800 × 10 -5 とエルゴステロール含有脂
質膜に対する解離速度定数はコレステロール含有脂質膜に対する解離





ム  (図 11) にも顕著に検出されており，AmB のエルゴステロール含有
脂質膜に対する高い親和性は，主に疎水的な相互作用の中でも解離速
度の遅さにあり，この解離速度の遅さが AmB の脂質膜内部でのイオン
チャネルの形成・安定化を促進すると考えられる 33,34)．  
 
2.3 治療領域の血漿中 AmB 濃度付近における脂質膜相互作用の変化  
 
 臨床における AmB 有効血中濃度である 0.25 －  1.5 µmol/L の AmB
測定溶液と固定化したリポソーム POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互
作用を示したセンサーグラムを詳細に確認した  (図 12)．AmB 測定溶
液は 50 秒間 30 µL/min でリポソームを固定化した L1 センサーチップ
表面に注入した．AmB 測定溶液の注入後，ランニング緩衝液を送液し
100秒間 AmBのモデル脂質膜からの解離を観察した．AmB濃度 0.25 －  
0.5 µmol/L のセンサーグラムにおいて，モデル脂質膜の親水性基部へ
の静電的な相互作用のみ  (Two-state reaction model の Step 1 部分のみ ) 
が認められることがその形状から判断できる 35)．この結果より，AmB
濃度範囲 0.25 －  0.5 µmol/L においては，エルゴステロール含有脂質
膜の疎水的な相互作用による脂質膜内部への AmB の侵入は起こって
いないと考えられる．一方，AmB 濃度範囲 1.0 －  1.5 µmol/L におい
ては，特に解離領域のセンサーグラムの形状に変化が認められ，AmB
濃度 0.25 －  0.5 µmol/L のセンサーグラムと比較すると AmB のモデル
脂質膜からの解離が遅くなっていることがわかった．このことより，
AmB の脂質膜相互作用は，AmB 濃度 1.0 －  1.5 µmol/L を境に AmB
とエルゴステロール含有脂質膜との間にわずかに疎水的な相互作用  
(Two-state reaction model の Step 2) が生じ始めていることが考えられ
た．ヒト血漿中 AmB 薬効濃度は 1.0 µmol/L 以上とされていることか










 今回の SPR を利用した分子間相互作用解析研究において，AmB のモ
デル脂質膜親和性は 0.25 µmol/L まで検出することができ，AmB のモ
デル脂質膜への相互作用解析の感度は以前報告された測定法 15)と比べ







図 12. L1 セ ンサ ー チッ プ上 にお ける AmB の固 定化 リポ ソーム  
POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互作用センサーグラム   











第 3 項 考察  
 
 近年，大阪大学大学院理学研究科村田らの研究により Biacore X を用
いて AmB の非特異的な結合を軽減するために独自に修飾した CM5 セ
ンサーチップにリポソームを固定化し，AmB とステロールを含む脂質
膜の親和性を評価する系が構築された．この研究結果より分子間相互



























 図 10 に示したリポソーム固定化時のセンサーグラムにおいて，リポ










液 10% DMSO を含んだ PBS で 8 倍希釈した試料である．そのため，リ
ポソーム溶液は，測定のランニング緩衝液に用いている 10% DMSO を






は，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 及び POPC/ergosterol (4:1, v/v) 間の L1
センサーチップ上への固定化量には相違が認められるが，その差を以
下の式に従って算出したところ 10%未満であった．  
 





   (POPC/ergosterol + POPC/cholesterol)/2  
 a: POPC/ergosterol (4:1, v/v) 固定化量  














































の測定試料の測定サイクルが約 30 分であり，1 日に 10 化合物の評価
を可能とするスループットの向上を達成し，これまでに報告されてい























第 4 項 小括  
 
  本評価法は 1 日に 10 化合物の評価を可能とするスループットの向
上を達成し，これまでに報告されている方法と比べてハイスループッ
トな SPR を用いた AmB－脂質膜相互作用解析法が確立できた．構築し









と考えられる．また，治療領域の血漿中 AmB 濃度付近の AmB のモデ
ル脂質膜への相互作用変化が，センサーグラムの形状変化によって説
明できる可能性を示唆した．  















第 2 節 表面プラズモン共鳴法を用いた Amphotericin B とモ
デル脂質膜親和性評価系の他剤への応用  
 
第 1 項 実験材料及び方法  
 
1.1 試薬及び溶媒  
 
 本研究で使用したエリスロマイシン，ムピロシン , D-シクロセリン及
び DMSO は Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis，MO，U.S.A.) より購入し，
DMSO は無水物を使用した．クロロホルム及び CHAPS は和光純薬工
業株式会社  (大阪 ) 製でクロロホルムは分光分析用，CHAPS は試薬特
級を使用した．POPC，1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidyl-grycerol (POPG)
及び 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidiyl-ethanolamine (POPE) は Avanti 
Polar Lipids, Inc. (Alabaster，AL，U.S.A.) より購入した．メタノール
は関東化学株式会社  (東京 ) 製の HPLC 用を使用した．蒸留水はナカ
ライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．HBS-N buffer


































(MW: 733.93)  
ムピロシン  










(MW: 102.09)  
図 13．エリスロマイシン，ムピロシン及び D-シクロセリンの化学構造式  
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1.2 測定装置  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.
社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ
にはリポソームの固定化に有効な L1 センサーチップを用いた．ランニ
ング緩衝液には，チップへのリポソームの固定化及び抗菌薬と脂質膜
との相互作用評価ともに 5% DMSO を含んだ HBS-N buffer を使用した．
サンプル注入ニードル洗浄溶液には 50% DMSO 溶液，センサーチップ
再生溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液を用いた．これらのすべての溶液
は用時調製し，0.22 µm のフィルターでろ過後，脱気して使用した．  
 
1.3 リポソームの調製  
 
 個々のリポソーム溶液を調製するために， POPC 及び POPE10)，
POPG
10)をそれぞれクロロホルム /メタノール混液  (4:1, v/v) に溶解さ
せた．調製したリポソーム溶液 POPE 及び POPG は 4:1 (v/v) の割合で
混和した．その後，リポソーム溶液 POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) を
それぞれ遠心エバポレータにより溶媒を留去，乾燥させた後，HBS-N 
buffer でリポソームを再溶解した．この再溶解液  (リポソーム濃度：
POPC 及び POPE/POPG (4:1，v/v) ともに 20 mmol/L) をほぼ透明にな
るまで超音波に照射し， 100 nm 孔径のポリカーボネートフィルター  
(LiposoFast 社製 ) により 21 回ろ過し，100 nm に粒子径を揃えたリポ
ソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソームを含む溶液を 5% 
DMSO を含んだ HBS-N buffer で 40 倍希釈し，リポソーム濃度 0.5 
mmol/L POPC 溶液及び 0.5 mmol/L POPE/POPG (4:1，v/v) 溶液を調製
し，L1 センサーチップ上への固定化に用いた．  
 
1.4 リポソームの固定化  
 
 Biacore S51 に L1 センサーチップを装着した後，流速 30 µL/min，で
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20 mmol/L CHAPS 溶液 15 µL を 3 回注入してセンサーチップ表面を洗
浄した．L1 センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を流速
10 µL/min で 240 秒間注入し，それぞれのリポソームを L1 センサーチ
ップ上に固定化した．  
 
1.5 抗菌薬と脂質膜の相互作用測定  
 
 抗菌薬測定用溶液は 12.5 – 100 µmol/L の濃度範囲で 4 ポイント  
(12.5, 25, 50, 100 µmol/L) を 5% DMSO を含んだ HBS-N buffer を用いて
調製した．この抗菌薬測定溶液は，流速 30 µL/min で 60 秒間  (30 µL) 注
入した．注入後，ランニング緩衝液を 30 µL/min で 30 秒間送液した．
すべての測定は，測定温度 25°C で実施した．抗菌薬測定溶液を注入後，
L1 センサーチップ表面から固定化したリポソーム及び解離せずに残
存した抗菌薬をすべて取り除くために流速 30 µL/min で 20 mmol/L 
CHAPS 溶液を 15 µL 注入した．  
 
1.6 データ解析  
 
 抗菌薬－脂質膜相互作用測定により得られた 12.5 – 100 µmol/L のセ
ンサーグラムを採用し，これらのセンサーグラムの形状から BIA 
evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) のセンサーグラムの平衡状態が検











第 2 項 結果  
 
2.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の確認  
 
 本実験では，モデル脂質膜として 2 種類のリポソーム POPC 及び
POPE/POPG (4:1, v/v) を使用した．POPC は哺乳動物細胞膜モデルとし
て，POPE/POPG (4:1, v/v) は細菌細胞膜モデルとして用いた．L1 セン
サーチップ上に固定化する 2 種のモデル脂質膜が最適な条件下で安定
的に固定化できることを確認するために 9 サンプルを測定した．2 種
のモデル脂質膜に対する平均固定化量  (Response units)，標準偏差  
(SD) 及び相対標  準偏差  (RSD) をそれぞれ表 4 に示した．これらの結
果より，リポソーム固定化量の平均は POPC 約 7100 RU，POPE/POPG 












表 4. L1 センサーチップへのリポソーム固定化量とその繰り返し精度  
Lipid type 




Mean (n  = 9) SD 
POPC 7113 18 0.3 
POPE/POPG (4:1, v/v)  6528 8 0.1 
a) Relat ive standard deviat ion  
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2.2 抗菌薬とモデル脂質膜の相互作用解析  
 
 図 14 にはエリスロマイシン，ムピロシン及び D-シクロセリンとモ
デル脂質膜 POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) との相互作用測定の結果
のセンサーグラムを示した．測定した薬物濃度は 12.5 – 100 µmol/L の
濃度範囲内の 4 ポイント  (12.5，25，50，100 µmol/L) であった．すべ
ての薬物において，モデル脂質膜との相互作用は非常に弱く，最高濃
度の 100 µmol/L 溶液の測定でもレスポンスの高いもので 80 RU 程度で
あった．エリスロマイシン及びムピロシンについては，濃度依存的に
レスポンスが上昇したセンサーグラムの検出が可能であったが  (図 14 
(A) – (D))，D-シクロセリンにおいては，100 µmol/L のサンプルのセン
サーグラムが最もレスポンスが低くなり，濃度依存的なセンサーグラ
















































図 14. L1 センサーチップ上におけるエリスロマイシン，ムピロシン及び D-シク
ロセリンの固定化リポソーム POPC 及び POPE/POPG (4:1, v/v) との相互作用セ
ンサーグラム   
 エリスロマイシン –POPC (A),  エリスロマイシン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (B), ムピロシ
ン –POPC (C)，ムピロシン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (D)，D-シクロセリン –POPC (E)，D-シ
クロセリン –POPE/POPG (4:1,  v/v) (F)  


















(2)  (3)  (4)  
(1)  




Two-state reaction model は不適切であると判断し，センサーグラムが平
衡状態に達している相互作用の解析に適切とされる Steady state 
affinity model を用いて 7,8,  40)，親和定数  (結合定数 KA，解離定数 KD) を
算出した．これらの解析結果を表 5 に示した．エリスロマイシンの親
和定数において，KA 値  (1/M) は POPC に対して 5.15 × 10
4，POPE/POPG 
(4:1, v/v) に対して 6.61 × 104 と POPE/POPG (4:1, v/v) への結合定数の
方が約 1.3 倍大きく，KD 値  (M) は POPC に対して 1.94 × 10
-5，
POPE/POPG (4:1, v/v) に対して 1.51 × 10 -5 と POPE/POPG (4:1, v/v) へ
の解離定数の方が約 4/5 小さかった．また，ムピロシンの親和定数は，
POPC に対する KA 値 2.19 × 10
4，POPE/POPG (4:1, v/v) に対する KA 値
3.89 × 10
4 と約 1.8 倍 POPE/POPG (4:1, v/v) への結合定数の方が大きく，
POPC に対する KD 値  (M) は，4.57 × 10
-5，POPE/POPG (4:1, v/v) に対
する KD値は 2.57 × 10
-5 と POPE/POPG (4:1, v/v) への解離定数の方が約
3/5 小さかった．以上より，エリスロマイシン，ムピロシンともに POPC
よりも POPE/POPG (4:1, v/v) に対して高い親和性を示した．しかしな




 図 15 には，縦軸に各センサーグラムのシグナルレスポンス，横軸に  
表 5. Steady State Model 解析により得られたエリスロマイシン及びムピロシ
ン  (12.5 –  100 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における親和定数  
 

















 6.61 1.51 




 3.89 2.57 
    




































第 3 項 考察  
 





    POPC or POPE/POPG
a
 
   (POPC + POPC/POPE)/2 





















=                       ×100 
リポソーム  




な評価系のデータが in vivo データとすべてにおいて良好な相関が得ら
れるわけではないことは容易に想像できる．したがって，本結果に対




























































第 4 項 小括  
 
 第 1 節で構築した評価系を用いて抗真菌薬以外の抗菌薬とモデル脂
質膜との親和性を評価した．今回の実験において，分子量 102.09 の























あるデオキシコール酸の存在が原因であると考えられている 53)．  
 本章では，第 1 章で構築した評価系 32)を基に，SPR システムを用い






も確認した．さらに，第 1 章で報告した Fungizone の主成分薬物であ






















第 2 項 実験材料及び方法  
 
2.1 試薬及び溶媒  
 
 エルゴステロール，コレステロールは Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis，
MO，U.S.A.) から購入した．クロロホルム，2-propanol (IPA)，塩酸  (HCl) 
及び CHAPS は和光純薬工業株式会社  (大阪 ) 製で，クロロホルムは分
光分析用，IPA は HPLC 用，HCl 及び CHAPS は試薬特級品を使用した．
POPC は Avanti Polar Lipids, Inc.  (Alabaster，AL，U.S.A.) より購入した．
蒸留水はナカライテスク株式会社  (京都 ) 製の HPLC 用を使用した．
デオキシコール酸ナトリウムは Merk KGaA 社  (Darmstadt，Germany) 
よ り 購 入 し た ． 10 倍 濃 縮 PBS は GE Healthcare U.K. Ltd. 
(Buchkinghamshire， UK) から購入した． Fungizone は Bristol-Myers 
Squibb Company (New York, NY，U.S.A.) より入手した．5%グルコース
溶液及び注射用水は大塚製薬工業株式会社  (東京 ) より購入した．  
 
2.2 測定装置  
 
 SPR を用いた分子間相互作用分析装置には GE Healthcare U.K. Ltd.
社  (Buckinghamshire，UK) 製 Biacore S51 を使用し，センサーチップ
にはリポソームの固定化に有効な Series S Sensor Chip L1 (GE 
Healthcare U.K. Ltd.社製，以下 L1 センサーチップと略す ) を使用した．
ランニング緩衝液には，L1 センサーチップへのリポソームの固定化及
び Fungizone の脂質膜への相互作用評価ともに PBS を用いた．サンプ
ル注入ニードル洗浄溶液には 20 mmol/L CHAPS 溶液，センサーチップ











ム溶液を POPC-ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) の
割合で混和し，遠心エバポレータにより留去・乾燥させた後，PBS で
リ ポ ソ ー ム を 再 溶 解 し た ． こ の 再 溶 解 液  ( リ ポ ソ ー ム 濃 度 ：
POPC/ergosterol (4:1， v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1， v/v) ともに
4 mmol/L) をほぼ透明になるまで超音波に照射し，100 nm 孔径のポリ
カーボネートフィルター  (LiposoFast社製 ) により 21回ろ過し，100 nm
に粒子径を揃えたリポソームを含む溶液を得た．孔径 100 nm リポソー
ムを含む溶液を PBS で 8 倍希釈し，リポソーム最終濃度 0.5 mmol/L の
POPC/ergosterol (4:1，v/v) 溶液及び 0.5 mmol/L の POPC/cholesterol (4:1，
v/v) 溶液を調製し，固定化に用いた．  
 
2.4 リポソームの固定化  
 
 Biacore S51 に L1 センサーチップを装着した後，流速 30 µL/min で
20 mmol/L CHAPS 溶液 15 µL を 3 回注入して L1 センサーチップ表面
を洗浄した．L1 センサーチップ洗浄後，0.5 mmol/L リポソーム溶液を
流速 10 µL/min で 500 秒間注入し，それぞれのリポソームを L1 センサ
ーチップ上に固定化した．  
 
2.5 Fungizone と脂質膜の相互作用測定  
 
 Fungizone 測定溶液は 0.25 – 20 µmol/L の濃度範囲で 12 ポイント  
(0.25，0.5，0.75，1，1.25，1.5， 2， 2.5，3.5，5，10， 20 µmol/L) を
PBS を用いて調製した．これらの Fungizone 測定溶液をマストランス
リミテーション考慮して，流速 30 µL/min で 200 秒間  (100 µL) 注入し
た．注入後，ランニング緩衝液を 30 µL/min で 400 秒間送液し，解離
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領域を測定した．すべての相互作用測定は，測定温度 25°C と 37°C で
実施した．Fungizone 測定溶液を注入後，L1 センサーチップ表面から
固 定 化 し た リ ポ ソ ー ム 及 び 測 定 に お い て 解 離 せ ず に 残 存 し た
Fungizone をすべて取り除くために流速 30 µL/min で 100 mmol/L 
HCl/IPA (1:1，v/v) 混液を 15 µL 注入した．以上の一連の測定を再現性
を確認するために 3 回繰り返し実施した．  
 
2.6 データ解析  
 
 Fungizone－モデル脂質膜相互作用測定により得られた 12 濃度のセ
ンサーグラムより AmB 評価時と同様の 1.5 －  10 µmol/L のセンサー
グラムを採用し，BIA evaluation ソフトウェア  (Ver. 4.1) を用いてグロ
ーバルフィッティングにより結合速度定数  (ka1， ka2)，解離速度定数  
(kd1，kd2) 及び親和定数  (K) を算出した．Fungizone－モデル脂質膜相
互作用評価の解析モデルには，AmB 評価時と同様，ペプチド－脂質膜
相互作用評価に用いられる Two-state reaction model (conformation 
change) を採用した 9-11)．このモデルは Fungizone－脂質膜相互作用の





 L：脂質膜  
 FL：Fungizone－脂質膜複合体  (静電的相互作用 ) 
 FL*：Fungizone－脂質膜複合体のコンフォメーション変化体    
      (疎水性相互作用 ) 
 
 Fungizone は脂質膜表面の極性基部分と静電的相互作用  (Step 1) に
より結合した後，脂質膜内部のアルキル鎖で構成される疎水性領域に
侵入し，疎水性相互作用により結合する  (Step 2)．この解析モデルに












 R1：F と K の結合により形成された complex 1 
 R2：FL のコンフォメーション変化により形成された complex 2 
 Rmax：最大アナライト結合量  
 CA：アナライト濃度  
 
 親和定数  (K) は結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)
を用いて以下に示す式によって算出した．  
 

















dR1/dt = ka1  ∙ CA (Rmax - R1  - R2) - kd1  ∙ R1  - k2  ∙ R1  + kd2  ∙ R2 
dR2/dt = ka2  ∙ R1 - kd2 ∙ R2  
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第 3 項 結果  
 
3.1 L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の最適化  
 
 今回の SPR を用いた親和性評価において，2 種の異なるリポソーム
混液はそれぞれ POPC/cholesterol (4:1, v/v) は哺乳動物細胞膜のモデル
脂質膜として，POPC/ergosterol (4:1, v/v) は真菌細胞膜のモデル脂質膜









 これら 3種のリポソーム固定化用溶液を用いて L1センサーチップ上
への固定化を検討した結果，PBS が最も良好な固定化用溶液であった  
(表 7)．固定化検討の結果のうち採用されなかった注射用水及び 5%グ
ルコース溶液の平均固定化量  (Response units)，標準偏差   (SD) 及び
表 6. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し




Response units  RSD
a
 
(%) Mean (n  = 16) SD 
5%グルコー
ス溶液  
POPC/ergosterol (4:1, v/v)  6760 430 6.4 
POPC/cholesterol (4:1, v/v)  14728 253 1.7 
注射用水  
POPC/ergosterol (4:1, v/v)  90 3 3.3 
POPC/cholesterol (4:1, v/v)  2366 722 30.5 
a) Relat ive standard deviat ion  
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相対標準偏差  (RSD) を表 6 にそれぞれ示した．注射用水により調製し
たリポソーム固定化溶液では，平均固定化量が POPC/ergosterol (4:1, 
v/v) で約 90 RU，POPC/cholesterol (4:1, v/v) で約 2400 RU であり，そ
の相対標準偏差は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で 3.3%，POPC/cholesterol 
(4:1, v/v) で 30.5%であった．注射用水をリポソーム固定化溶液に用い
た場合，相互作用測定に必要とされるリポソーム固定化量約 4500 RU
を固定化できない上に，POPC/cholesterol (4:1, v/v) については，相対
標準偏差も 30.5%とリポソーム固定化精度が不良であった．一方，5% 
グルコース溶液により調製したリポソーム固定化溶液では，平均固定
化量が POPC/ergosterol (4:1, v/v) で約 6800 RU，POPC/cholesterol (4:1, 
v/v) で約 14700 RU と相互作用評価を実施するに当たり十分量のリポ
ソームの固定化が可能であり，その相対標準偏差は POPC/ergosterol 
(4:1, v/v) 6.4%，POPC/cholesterol (4:1, v/v) 1.7%と精度も良好であった
が，測定サイクル毎にリポソーム固定化量が減少する現象が認められ
た．また，POPC/ergosterol (4:1, v/v) と POPC/cholesterol (4:1, v/v) の
固定化量の差を以下の式にしたがって算出したところ，これらの固定
化量の差が約 37%と 2 種のリポソーム固定化量に大きな差が認められ
た．  
 





   (POPC/ergosterol + POPC/cholesterol)/2  
 a: POPC/ergosterol (4:1, v/v) 固定化量  




定化用溶液の調製に PBS を採用した．  
 L1 センサーチップ上へのリポソームの固定化において実験間精度
を確認するために，1 日に 9 サンプルずつ 2 日間にわたって脂質膜相
互作用測定を実施し  (n = 18)， 2 種のリポソーム平均固定化量  
リポソーム  
固定化量の差  (%) =                                   ×100 
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(Response units)，標準偏差   (SD) 及び相対標準偏差  (RSD) をそれぞ
れ表 7 に示した．L1 センサーチップ上へのリポソーム平均固定化のレ
ス ポ ン ス は そ れ ぞ れ POPC/ergosterol (4:1, v/v) 約 5800 RU ，
POPC/cholesterol (4:1, v/v) 約 6500 RU であり，その相対標準偏差は
7.2%以下と良好な再現性を示した． POPC/cholesterol (4:1, v/v) 及び







判断した 9)．  
 




により発揮される 23-26)．図 17 にはセンサーチップ上において固定化
した POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) と
Fungizone との相互作用センサーグラムをそれぞれ示した  (Fungizone 
濃度 1.5 – 10 µmol/L)．今回の濃度範囲において，センサーグラムは
Fungizone濃度の上昇に伴うレスポンスの上昇が認められた．10 µmol/L
表 7. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し精
度  (測定温度 25°C) 
 
Lipid type  




Mean (n  = 18) SD 
POPC/ergosterol (4:1 , v/v) 5802 302 5.2 
POPC/cholesterol (4:1 , v/v) 6470 467 7.2 
  






った．これらの理由により，Fungizone の脂質膜親和性評価には，1.5 – 




















































図 17. Fungizone の L1 センサーチップ上に固定化したリポソーム膜への相互作
用測定センサーグラム  (測定温度  25°C) 
(A) POPC/ergosterol (4:1, v/v)，(B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)，Fungizone 濃度；(1) 10，










(2 )  
(3 )  
(4 )  
(5 )  
(6 )  
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て POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol (4:1, v/v) に対し
て高い親和性を示した．  
 測定温度 25°C で測定したセンサーグラムを Two-state reaction model
で解析した結合速度定数  (ka1，ka2) 及び解離速度定数  (kd1，kd2)，親和




相互作用を含む初期の相互作用  (Step 1，ka1，kd1 により算出 ) とリポ
ソームとの疎水的な相互作用による内部への Fungizone の挿入によっ
て引き起こされる相互作用  (Step 2，ka2，kd2) から成る．この親和定数




スポンスは大きく異なるにも関わらず Fungizone の親和定数  (K, 1/M) 
は POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1.70 × 105，POPC/ergosterol (4:1, v/v) 
では 3.12 × 105 と POPC/cholesterol (4:1, v/v) よりも POPC/ergosterol 
(4:1, v/v) に対して約 2 倍だけの高値を示すに留まった．Fungizone と
リポソームの親水性をもつヘッドグループとの相互作用  (Step 1) に
おいて K1 = ka1/kd1 を算出すると，POPC/ergosterol (4:1, v/v) では
3.08 × 105，POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 0.941 × 105 と 2 種の脂
質膜間で約 3 倍の相違が認められ，エルゴステロール含有脂質膜への
親和性の方がわずかに強かった．一方，Step 2 における疎水的な相互
作用による結合速度定数  (ka2, 1/s) は POPC/ergosterol (4:1, v/v) で
は 6.16 × 10 -5，POPC/cholesterol (4:1, v/v) では 1630 × 10 -5 と 2 種
の脂質膜間で大きく異なり，コレステロール含有脂質膜への疎水的な
相互作用による Fungizone の取り込みがエルゴステロール含有脂質膜
への取り込みよりも約 265 倍速いことがわかった．さらに，Step 2 に






















 (Two-state reaction model) (1.5 - 10 µmol/L) 
Lipid type 












 2290 ± 150 7.43 ± 0.30 6.16 ± 1.30 3.36 ± 1.20 3.12 ± 0.22 
POPC/cholesterol
b
 8310 ± 630 88.3 ± 6.0 1630 ± 120 20.4 ± 1.6 1.70 ± 0.10 
表 8. Fungizone (1.5 - 10 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における反応速度論的パラメーター及び親和定数  
(測定温度  25°C, n  = 3) 
Mean ± standard deviation． a) POPC/ergosterol (4:1, v/v)． b) POPC/cholesterol (4:1, v/v)． c) 結合速度定数  (ka 1 ,  ka 2)，解離
速度定数  (kd 1， kd 2) 及び親和定数  K1  (ka 1 /kd 1)，K2  (ka 2 /kd 2)，K  (K1  + K1K2)．  
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数 K 値  (1/M) は POPC/ergosterol (4:1,v/v) 膜では 3.12 × 105，
POPC/cholesterol (4:1, v/v) 膜では 1.70 × 105  であり，Step 1, 2 を含め
た全体的な相互作用としてはほぼ同程度の親和性であった．  
 
3.3 医薬品添加物の脂質膜相互作用に対する作用と Fungizone と脂
質膜の相互作用における測定温度の影響  
 













SPR システムを用いた Fungizone の脂質膜相互作用評価におけるデオ
キシコール酸ナトリウムの影響を十分に考慮しなければならない．ま




り生理的条件に近い 37°C に設定した実験も実施した．  
 最初に，薬物－脂質膜相互作用に対するデオキシコール酸ナトリウ
ムの影響を調べた．親和性評価時の Fungizone 濃度 1.5 －  10 µmol/L
の測定溶液中に含まれるデオキシコール酸ナトリウム濃度である 2.7 
– 18 µmol/L のデオキシコール酸ナトリウム測定溶液を調製し，SPR を
用いた測定において標準的に設定されている 25°C とより生理条件に
近い温度 37°C それぞれの条件で脂質膜相互作用測定を実施した．図
18 にセンサーチップ上に固定化した POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び









 次に，生理条件に近い温度  (37°C) での Fungizone の脂質膜親和性を
評価した．Fungizone と脂質膜間の相互作用解析を実施する前に，25°C
で の 実 験 時 と 同 様 に ， 37°C で の L1 セ ン サ ー チ ッ プ 上 へ の
POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及び POPC/cholesterol (4:1, v/v) の固定化の
再現性を確認した．測定は 2 日間の実験でデータを取得し  (n = 18)，
表 9に各脂質膜の L1センサーチップ上への固定化再現性を確認した結
果を示した．リポソーム平均固定化量は POPC/ergosterol (4:1, v/v)  で
約 6000 RU，POPC/cholesterol (4:1, v/v) で約 6600 RU であり，ともに
RSD が 8.6%以下と繰り返し測定による再現性は良好であった．  
 図 19 には，測定温度 37°C での Fungizone (1.5 – 10 µmol/L) のセン
サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 し た POPC/ergosterol (4:1, v/v) 及 び
POPC/cholesterol (4:1, v/v) への相互作用のセンサーグラムをそれぞれ


















































































































図 18. デオキシコール酸ナトリウムの L1 センサーチップ上に固定化したモデ
ル脂質膜への相互作用測定センサーグラム  
(A) POPC/ergosterol (4:1,  v/v)  (25°C) ,  (B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)  (25°C) ,  (C) 
POPC/ergosterol  (4:1, v/v) (37 °C) ,  (D) POPC/cholesterol  (4:1, v/v) (37 °C) ,  
































17) と比較すると，特に POPC/ergosterol (4:1, v/v) のセンサーグラムの
形状に変化が認められた．測定温度 37°C のセンサーグラムを用いて
Two-state reaction model で解析した反応速度論的パラメーター  (ka1，kd1，
ka2，kd2，K) を表 4 に示した．繰り返し測定による反応速度論的パラ
メーターの再現性はいずれも良好であった．測定温度 37°C での
Fungizone とモデル脂質膜との親和定数  K (1/M) は，エルゴステロー
ル含有脂質膜に対しては，3.12×105 から 1.83×105 へ減少し，コレステ
ロール含有脂質膜に対しては，1.70×105 から 0.619×105 へと減少した．
これらの結果より，測定温度を変更することによって，エルゴステロ
ール含有膜への選択性が約 2 倍から約 3 倍へとわずかに上昇すること
がわかった．Fungizone の POPC/ergosterol (4:1, v/v) に対する Step2 の
相互作用において，測定温度を 25°C から 37°C にすることで結合速度
定数  (ka2 , 1/s) が 6.16 × 10




58)．また，Fungizone と POPC/ergosterol (4:1, v/v) との相互作用におけ
る解離速度定数  (kd1 及び kd2，1/s) は Step1，Step2 ともにそれぞれ 7.43 
× 10
-3
 及び 3.36 × 10 -3 から 3.59 × 10 -2 及び 1.46 × 10 -2 へと大幅に増加
した．これは，Fungizone のエルゴステロール含有脂質膜に対する結合
力が温度の上昇によって減弱し，解離しやすくなる可能性を示唆して
いる．Fungizone–モデル脂質膜相互作用を全体的な相互作用  (親和定数， 
表 9. L1 センサーチップへのモデル脂質膜固定化の固定化量とその繰り返し精
度  (測定温度 37°C) 
Lipid type 
Response units  
RSD (%)
a  
Mean (n  = 18) SD 
POPC/ergosterol (4:1)  6092 58 1.0 
POPC/cholesterol (4:1)  6577 567 8.6 
































































図 19. Fungizone の L1 センサーチップ上に固定化したリポソーム膜へ
の相互作用測定センサーグラム  (測定温度  37°C) 
(A) POPC/ergosterol (4:1, v/v)， (B) POPC/cholesterol (4:1, v/v)，Fungizone













 (Two-state reaction model) (1.5 –  10 µmol/L) 
Lipid type 












 4380 ± 90 3.59 ± 0.60 6.88 ± 1.58 1.46 ± 0.09 1.83 ± 0.09 
POPC/cholesterol
b
 6550 ± 1220 14.6 ± 4.51 5.72 ± 2.81 1.70 ± 0.73 0.619 ± 0.135 
表 10. Fungizone (1.5 –  10 µmol/L) とモデル脂質膜との相互作用における反応速度論的パラメーター及び親和定数       
     (測定温度  37°C, n = 3) 
Mean ± standard deviat ion.  a) POPC/ergosterol  (4:1,  v/v)． b) POPC/cholesterol  (4:1, v/v)． c) 結合速度定数  (k a 1 ,  k a 2)，解離速度定数  
(kd 1， kd 2)  及び親和定数  K1  (k a 1 /kd 1)，K2  (k a 2 /kd2)，K  (K1  + K1K2)．  
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 以上の結果より，これまでに ELISA などによって評価されてきた平



























第 4 項 考察  
 
 第 1 章において，AmB と脂質膜との親和性について記述したが 32)，
ここでは，AmB とモデル脂質膜との親和性と Fungizone とモデル脂質
膜との親和性について比較，考察する．前述したように AmB はエルゴ
ステロール含有脂質膜に対して約 18 倍の選択性を示した．一方で，
AmB を製剤化した Fungizone のエルゴステロール含有脂質膜に対する
選択性は，コレステロール含有脂質膜に比べて測定温度 25°C の時，わ
ずか 2 倍ほどであった．親和定数 K 値を比較してみると，Fungizone
のエルゴステロール含有脂質膜に対する K 値  (1/M) は 3.12 × 105，
AmB のエルゴステロール含有脂質膜に対する K 値  (1/M) は 28.5 × 105
と Fungizone の K 値は AmB の K 値に比べ約 1/9 に減少していた．これ
は AmB とモデル脂質膜の相互作用が，AmB がデオキシコール酸ミセ
ル内に取り込まれ製剤化されることによって減少してしまう可能性を
示唆している．  
 AmB はデオキシコール酸製剤 Fungizone として上市後，50 年以上に
わたって臨床で使用されてきたが，その重篤な副作用の発現は大きな
課題となっている．2006 年には欧米諸国から約 10 年遅れる形で日本
において AmBのリポソーム製剤である AmBisome (図 20) が上市され，
その副作用は Fungizone に比べ大きく軽減されたと言われている 60)．
AmBisome は水素添加ホスファチジルコリン，コレステロール，及び
ジステアロイルホスファチジルグリセロ―ル  (2:1:0.8) を成分とする






されてきた．また，薬効面において，AmBisome の in vitro 抗真菌活性




















第 5 項 小括  
 






































































において評価できた．このことは，創薬開発早期の段階での in vitro 評












のような in vitro 評価において，より正確な評価が多岐にわたって可能
になれば，臨床試験時に発現すると予測される薬効や毒性の情報及び
種差の影響により生じる薬物動態の変動情報などを得ることができ，
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